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VLIJANIE NA INKUBACISKIOT TRETMAN VRZ 





Geneti~arite i odgleduva~ite imaat golem broj  pote{kotii 
vo dobivaweto na haploidni rastenija. Brojot na rastitelnite 
vidovi kaj koi haploidi spontano se dobivaat in vivo e samo ne{to 
pove}e od 100, no ova kako pravilo vo prirodata e sosema retko. Kaj 
piperkata (Capsicum annuum L.) edinstven tip na eksplantati, koi 
formiraat somatski embrioidi se anteri, nezreli zigotski 
embrioidi i kalus dobien od nezreli zigotski embrioidi. 
Androgenezata, koja se odviva vo uslovi in vitro, e najnov i najsiguren 
metod za dobivawe na haploidni edinki, kade vegetativnoto ili 
generativnoto jadro od polenovoto zrno se stimulira da se razvie 
vo haploidna individua, bez ponatamo{no oploduvawe 
Vo ovie istra`uvawa ispituvano e vlijanieto na razli~ni 
inkubaciski tretmani vo kultura na anteri in vitro, od pove}e 
razli~ni sorti na piperka.  
 
Klu~ni zborovi: in vitro, inkubaciski tretmani, anteri, piperka 
(Capsicum annuum L.) 
 
THE EFFECT OF INCUBATION TREATMEN ON THE PEPPER 





 Genetics and breeders have a lot of troubles in obtaining of haploid 
plants. The number of plant species in which haploids in vivo spontaneous 
occurs is only bigger than 100, but this rule in the nature is very seldom. At  
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the pepper the only type of explants, which formed somatic embryos are 
anthers, immature zygotic embryos and the callus formed from immature 
zygotic embryos. Androgenesis is new and assured method for creation of 
haploid plants, where the vegetative or generative nucleus from the pollen grain 
has been stimulated for developing in the haploid individual, without further 
fertilization. 
 The purpose of this examination was to test the different incubation 
treatments in the anther culture in vitro of different pepper varieties. 
 
Key words: in vitro, incubation treatments, anthers, pepper (Capsicum 
annuum L.) 
 
1.  Voved 
Haploidnite rastenija se idealen materijal za ispituvawa 
od oblasta na genetikata i selekcijata na rastenijata. Od druga 
strana, ~estotata na spontanoto dobivawe na haploidi po priroden 
pat kaj zemjodelskite kulturi e mnogu niska od 10-6 do 10-3. Zatoa, 
edna od pova`nite metodi vo oblasta na in vitro kultivirawe na 
rastitelnite vidovi e i tokmu sozdavaweto na golem broj na 
haploidni i dihaploidni edinki za kratok vremenski period. Ovie 
haploidi/dihaploidi bi bile ponatamu osnova za geneti~ki t.e. 
citogenetski ispituvawa koi bi ja opravdale celokupnata postapka. 
Za indukcija na somatskata embriogeneza vo kultura na 
anteri, kako i za zgolemena produkcija na haploidi, se koristat 
razli~ni stres tretmani ili inkubaciski tretmani. Izborot na 
tretmanot koj bi se upotrebil za sekoj nov genotip ili vid mo`e da 
se zasnova samo na konsultiranata obemna literatura za kultura na 
anteri, vo kombinacija so soznanijata za regeneracija na 
soodvetniot genotip ili vid (Collins  i Edwards, 1998).  
Cel na ovie istra`uvawa be{e da se ispita vlijanieto na 
tri razli~ni inkubaciski metodi, spored  George, 1973; Dolcet-
Sanjuan, 1997 i spored metodot na Dumas de Valux, 1981, vrz 
indukcijata na kalus i formiraweto na haploidni embrioidi na 
devet razli~ni sorti na piperka. 
 
2.  Materijal i metodi na rabota 
Kako materijal za rabota bea koristeni pupki od  devet 
sorti na piperka i toa: slatko luta, luta vezena, sivrija, feferona, 
zlaten medal, kurtovska kapija, kalifornisko ~udo, feherozon i 
rotund.  
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Sterilizacijata na pupkite se odviva{e na sledniot na~in:  
najprvo pupkite se promivaat vo ~e{menska voda; potoa sledi 
promivawe vo destilirana voda; se promiva 15 sekundi vo 70% 
C2H5OH  (etanol);  se promiva 10 minuti vo 5% Ca(ClO)2 so 2-3 kapki 
Tween 20, i na kraj pupkite se promivaat nekolkupati vo sterilna 
voda. 
 Kako indukcioni mediumi bea koristeni: MS (Murashige, T., i 
Skoog, F., 1962) medium, LS (Linsmaer, E.M. i Skoog, F., 1965) medium, N 
(Nitch, J.P., 1969) medium, CP (Dumas de Valux, R., 1981) medium i NN 
(Nitch, J.P. i Nitch, C., 1969) kako dvofazen medium so nosa~. 
Nosa~ite, vo vid na bukvata M, bea prigotveni od sterilna filter 
hartija i postaveni vo erlenmaerka na cvrstata faza a te~nata faza 
go natopuva nosa~ot od kade anterata gi prima potrebnite hranlivi 
elementi i hormoni. Te~nata i cvrstata faza se izotoni~ni 
rastvori a razlikata e samo vo agarot koj go nema vo te~nata faza. 
Vo indukcioni mediumi bea koristeni slednite hormonalni 
kombinacii: 
- MS + 1,0 mg/l KIN + 0,01 mg/l 2,4 D + 0,001 mg/l IAA,  
- N + 1,0 mg/l KIN + 0,001 mg/l IAA,  
- LS + 3,0 mg/l KIN + 1,0 mg/l IAA,  
- NN + 0,01 mg/l KIN + 0,001 mg/l 2,4D i 
- CP + 0,01 mg/l KIN + 0,01 mg/l 2,4D. 
Vo postavenite kulturi od anteri na piperka bea ispituvani 
tri razli~ni inkubaciski tretmani. Anterite se inkubirani: 
 - 7 dena na temno i na +25±2ºC, a potoa vo klima komora na 
+25±2ºC, 12 h svetlo/12 h temno (George, 1973), na MS i N mediumite; 
- 7 dena na temno i ladno na +7±2ºC, a potoa vo klima komora 
na +25±2ºS, 12 h svetlo/12 h temno (Dolcet-Sanjuan, 1997) na NN i LS 
mediumi, i 
- 8 dena na temno i toplo na +35±2ºC, slednite 4 dena vo 
klima komora na +25±2º S, 12 h svetlo/12 h temno, a potoa anterite 
se prenesuvaat na R1 medium vo klima komora na +25±2ºS, 12 h 
svetlo/12 h temno (Dumas de Valux, 1981) na CP medium. 
 
3.  Rezultati i diskusija 
 So primena na inkubaciskiot tretman 7 dena na temno i na 
+25±2ºC, a potoa vo klima komora na +25±2ºC, 12 h svetlo/12 h temno 
(George, 1973), antrite na MS i N mediumite isklu~ivo kalusiraa 
(Tabela 1). Statisti~kata analiza (t-test na zavisni primeroci) 
poka`a deka procentot na kalusirani anteri e signifikantno 
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razli~en za site ispituvani sorti, i na dvata mediumi. Edinstveno 
kaj sortata sivrija nema statisti~ki signifikantna razlika vo 
procentot na kalusirani anteri za N mediumot (14,41±3,76%). I za 
dvata ispituvani mediumi se poka`a deka lutite sorti imaat 
pogolema sposobnos za indukcija na kalus za razlika od slatkite i 
baburestite sorti. Najmal procent na kalusirani anteri se javuva 
kaj sortata feherozon i na dvata ispituvani mediumi (MS 
4,94±0,39**%; NN 4,85±1,66*%). 
Vlijanieto na indukcionata temperatura, temno i ladno na 
+7±2ºC a potoa vo klima komora na +25±2ºS, 12 h svetlo/12 h temno 
(Dolcet-Sanjuan, 1997) na LS i NN mediumite, vrz androgenezata na 
piperka, prika`ano e vo tabela 2. Na LS mediumot ne se javuva 
zabele`itelna razlika vo indukcijata na kalus od anterite na 
ispituvanite sorti na piperka. Lutite sorti i ovde imaat najvisok 
procent na kalusirani anteri a slatkite sorti na LS so inkubacija 
na ladno i temno go zgolemuvaat procentot na kalusirawe, za razlika 
od MS i N koga se inkubiraat na toplo i temno.  
Na dvofazniot NN medium site ispituvani sorti induciraat 
kalus, so toa {to, za razlika od drugite ispituvani tretmani, ovde 
procentot na kalusirawe kaj lutite sorti se namaluva a kaj 
slatkite se zgolemuva. Kalusiraweto e poumereno a so navisok 
procent kalusirale anterite na sortata feferona 19,36±0,70**%, a 
so najnizok na sortata vezena luta 5,03±0,50**%.  
Edinstveno so koristewe na indukciskiot tretman po 
metodot na Dumas de Valux, 1981 na CP medium, dobieno e indukcija 
na haploidni embriodidi a kalusiraweto za razlika od prethodnite 
dva indukciski tretmani e minimalno (Tabela 3). Ovoj inkubaciski 
tretman trae vkupno 12 dena i toa, prvite 8 dena anterite se 
inkubiraat na na CP medium, na temno i toplo na +35±2ºC, slednite 4 
dena vo klima komora na +25±2º S, 12 h svetlo/12 h temno. Potoa 
anterite se prenesuvaat na R1 medium vo klima komora na +25±2ºS, 
12 h svetlo/12 h temno. Od site devet ispituvani sori, pet poka`aa 
sposobnost za formirawe na embrioidi i toa: slatko luta - so slab 
androgenetski potencijal; zlaten medal - so slab androgenetski 
potencijal; kurtovska kapija - so slab androgenetski potencijal; 
kalifornisko ~udo - so prose~en potencijal, i feherozon - so 
odli~en androgenetski potencijal (slika 1 a i b). 
Androgenetskiot potencijal e odreduvan spored procentot 
na embriogenetski anteri, po klasifikacijata na Mityko, J. i sor., 
1995. 
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4.  Zaklu~ok 
Mehanizmot na topliot i ladniot temperaturen {ok vo 
indukcijata na androgenezata e istra`uvan i diskutiran od golem 
broj na avtori (Dolcet-Sanjuan, 1997; Dumas de Valux, 1981; Matsabara, 
1992; Munyon, 1989), no do denes, vo potpolnost u{te ne e razjasnet. 
Vrz baza na literaturni podatoci, topliot stres (+35ºC) ima 
pogolem efekt od ladniot (+7ºC) vo stimuliraweto na delbenata 
aktivnost za mikrosporite, {to se potvrdi i so rezultatite od ovie 
istra`uvawa. Temperaturnite stres inkubaciski tretmani imaat 
vlijanie na potiknuvaweto na androgenetskite procesi. Ladniot, na 
LS i NN medium, i topliot stres tretman, na CP medium, zna~itelno 
go namalija kalusiraweto na anterite, vo sporedba na MS i N 
mediumot, kade anterite se inkubiraa na + 25ºC. Edinstveno na CP 
mediumot dobieni se haploidni embrioidi od pet sorti na piperka, 
a kalusiraweto e minimalno. 
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   a    b 
 
Slika 1. a. Pojava na haploiden embrioid na CP medium 
    b. Razvoj na haploiden izdanok na R1 medium 
Figure 1.  a. Appearance of haploid embryo on CP medium 
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Tabela 1. Vlijanie na inkubaciskiot tretman temno i +25±2ºC na 
MS i N mediumite vrz androgenezata na piperka Capsicum annuum L. 
Table 1. The effect of incubation treatment dark and +25±2ºC on MS and N 
mediums on the pepper Capsicum annuum L. androgenesis 
sorti piperka 
pepper varieties 
MS medium / MS medium 
kalusirani anteri (%) 
callused anthers (%) 
N medium / N medium 
kalusirani anteri (%) 
callused anthers (%) 
feferona 36,49±2,29** 58,55±11,47*** 
slatko luta 48,90±4,91** 39,93±12,89** 
vezena luta 30,97±0,79** 9,84±4,51* 
sivrija 11,42±1,28** 14,41±3,76 
zlaten medal 14,90±1,82* 9,47±1,82* 
kurtovska kapija 14,54±1,90* 8,03±2,84* 
kalifornisko ~udo 21,09±5,80* 30,66±6,02*** 
rotund 10,05±0,01** 9,26±0,85* 
feherozon 4,94±0,39** 4,85±1,66* 
*Vrednostite vo sekoja kolona ozna~eni so *,**,*** se signifikantno razli~ni (p<0,05, t-test 
na zavisni primeroci); p=0,05*, p=0,01**, p=0,001***; ±S.D., n=3.  
* The values in each column marked with *, **, *** are significant different (t- test on dependent examples 
p<0,05); p=0,05*, p=0,01**, p=0,001***; ±S.D., n=2 
 
Tabela 2. Vlijanie na inkubaciskiot tretman temno i +7±2ºC na LS 
i NN mediumite vrz androgenezata na piperka Capsicum annuum L. 
Table 2. The effect of incubation treatment dark and +7±2ºC on LS and NN 




LS medium  
kalusirani anteri (%) 
LS medium 
callused anthers (%) 
NN dvofazen medium 
kalusirani anteri (%) 
NN two-phases medium 
callused anthers (%) 
feferona 26,24±6,57 19,36±0,70** 
slatko luta 34,30±2,07* 17,44±1,89* 
vezena luta 33,33±15,27 5,03±0,50** 
sivrija 18,03±5,88 18,25±3,09* 
zlaten medal 8,32±0,90* 11,40±0,82* 
kurtovska kapija 15,22±1,34 9,32±0,89* 
kalifornisko ~udo 13,67±1,56* 14,95±3,50 
rotund 17,37±2,47* 9,27±0,85* 
feherozon 13,42±7,49 11,63±2,86 
*Vrednostite vo sekoja kolona ozna~eni so *,**,*** se signifikantno razli~ni (p<0,05, t-test 
na zavisni primeroci); p=0,05*, p=0,01**, p=0,001***; ±S.D., n=3.  
* The values in each column (group) marked with *, **, *** are significant different (t- test on dependent 
examples p<0,05); p=0,05*, p=0,01**, p=0,001***; ±S.D., n=2 
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Tabela 3. Vlijanie na inkubaciskiot tretman temno i +35±2ºC na CP 
mediumot vrz androgenezata na piperka Capsicum annuum L. 
Table 3. The effect of incubation treatment dark and +35±2ºC on CP medium 





CP medium / CP medium 
kalusirani anteri (%) 
callused anthers (%) 
CP medium / CP medium 
embriogenetski  
anteri (%) 
embryogenetic anthers (%) 
feferona - - 
slatko luta 6,83±0,75*** 2,43±0,20* 
vezena luta 28,84±7,85* - 
sivrija 14,23±1,85** - 
zlaten medal 7,33±1,29*** 3,31±0,24* 
kurtovska kapija 8,25±0,44*** 1,55±0,50* 
kalifornisko ~udo 15,12±5,00* 6,16±0,28* 
rotund 19,00±1,00*** - 
feherozon 3,92±1,38** 33,66±6,02** 
*Vrednostite vo sekoja kolona ozna~eni so *,**,*** se signifikantno razli~ni (p<0,05, t-test 
na zavisni primeroci); p=0,05*, p=0,01**, p=0,001***; ±S.D., n=3.  
* The values in each column (group) marked with *, **, *** are significant different (t- test on dependent 
examples p<0,05); p=0,05*, p=0,01**, p=0,001***; ±S.D., n=2 
 
 
 
 
 
